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摘要 : Bt 菌 Ly30 株 是 我 国 自行 分 离 的 对 多 种 害虫 具有 高 毒 力 的 苏 云 金 芽孢 杆菌 ， 经 CAPS (cleaved amplified polymorphic se- 
quences) 系统 鉴定 ， 它 含有 eryrl4a 基因 。 以 全 长 基因 PCR 产物 的 粘 端 定向 克隆 的 方法 , 设计 一 对 特异 引物 ， 分 别 引 入 Neo 
I 和 BamHI/Nceo 工 酶 切 位 点 。 以 Ly30 质粒 DNA 为 模板 扩 增 eryl4a 全 长 基因 ， 与 表达 载体 pKK233-2 相应 酶 切 产 物 连接 ， 
转化 大 肠 杆菌 ， 获 得 含有 cryl4ec 基因 重组 质粒 pKKLy1Aa。 完 成 了 该 基因 的 亚 克 隆 和 序列 测定 ,结果 表明 ， 该 基因 的 编码 
区 为 3 531 bp， 编 码 蛋白 分 子 量 为 133.2 kD， 含 1 176 个 氨基 酸 ， 等 电 点 pI 为 4.99。 该 基因 序列 已 在 GenBank 中 登记 注册 ， 
登录 号 为 AF384211， 并 被 国际 Bt 杀 虫 晶体 蛋白 基因 命名 委员 会 正式 命名 为 cryl4a12。 对 重组 菌 KKLy1Aa 进行 诱导 表达 研 
究 。 在 0.6mmolL IPTG、37% 、8h 培养 条 件 下 ， 该 基因 获得 高 效 表达 ，SDS-PAGE 电泳 检测 到 明显 的 133.2 kD 蛋白 带 。 室 内 
生 测 结果 表明 ，CrylAa 蛋白 对 不 同 的 小 菜 蛾 品系 均 有 较 高 的 杀 虫 活性 ， 其 LCs 值 分 别 为 0.203 pg/mL 和 0.554 ng/mL。 
关键 词 : 苏 云 金 芽孢 杆菌 ; Ly30 菌株 ; cryl4a 基因 ; 克隆 ; 表达 ; 杀 虫 活性 
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Cloning and expression of a Bt crylAa gene with high toxicity against lepidopterous 


pests 
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(1. State Key Laboratory for Biology of Plant Insect Pests and Diseases, Institute of Plant Protection, Chinese Academy 
of Agricultural Sciences, Beijing 100094, China; 2. Biotechnology Research Institute, Chinese Academy of Agricul- 
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Abstract: Bacillus thuringiensis strain Ly30, isolated from Lianyungang, Jiangsu Province, was highly toxic to several 
kinds of insect pests. Results of CAPS (cleaved amplified polymorphic sequences) analysis indicated that Ly30 contained 
the cryl Aa gene. According to the 5 and 3” end nucletiode sequence of the known crylAa gene, one pair of primers 
was designed and the full-length cryl Aa gene (3.5 kb) was thereby obtained by PCR amplification from strain Ly30. Se- 
quencing analysis showed that this cryl4a gene contained one open reading frame of 3 531 bp, and encoded 1 176 amino 
acid residues deduced from its nucletiode sequence with molecular mass of 133.2 kD. This gene was registered in Gen- 
Bank (Accession number is AF384211) and designated as cryl Aa12, a novel cry gene, by the International Nomencla- 
ture Committee of Bt G-endotoxin genes Expression of cryl Aa12 had been performed by inserted it into E. coli expres- 
sion vector pKK233-2, and a 133.2 kD protein band could be easily detected by SDS-PAGE. Results of bioassays proved 
that the expression products of cryl Aal2 gene had high toxicity against two Plutella xylostella colonies, with LCs, of 
0.203 ug/mL, 0.554 ug/mL respectively. 
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苏 云 金 芽孢 杆菌 ( Bacillus thuringiensis, Bt) 制 。 虫 的 主要 活性 成 分 是 由 杀 虫 蛋白 基因 (又 称 cry 基 
剂 是 目前 国内 外 应 用 最 广泛 的 微生物 杀 虫 剂 ， 其 杀 ” 因 ) 编码 ， 并 于 营养 期 或 芽孢 形成 期 产生 的 杀 虫 晶 
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体 蛋 白 Cinsecticidal crystal proteins，ICPs)《 黄 大 困 和 
林 敏 ，2001)。 到 目前 为 止 ， 国 际 上 已 有 220 余 种 
杀 虫 重 白 基因 得 到 克隆 并 进行 了 序列 分 析 ， 根 据 
Crickmore 等 〈1998，2002》 确立 的 新 的 分 类 规则 ， 
它们 被 分 别 确 立 为 37 群 、71 亚 群 、114 类 、222 个 
亚 类 杀 上 忠和 蛋白 基因 。 其 中 cry1 类 基因 对 鳞 怒 目 害 
忠 具 有 特异 毒性 ， 因 此 被 较为 广泛 地 应 用 于 微生物 
和 植物 的 抗 虫 基因 工程 研究 中 ， 工 程 微生物 和 转 基 
因 植 物 均 已 获得 较 强 的 抗 虫 性 ， 展 示 了 良好 的 应 用 
前 景 《 黄 大 困 和 林 敏 ，2001)。 

自 1981 年 Schnepf 和 Whiteley 首次 从 苏 云 金 芽 
和 侈 杆菌 库 斯 塔 克 亚 种 《 Bacillus thuringiensis subsp. 
jurstaki) HD-1 中 克隆 并 于 1985 年 报道 了 第 一 个 Bt 
cry 基因 (有 即 新 的 命名 系统 中 的 cryl Aa1) 以 来 
(Schnepf et al.，1985)， 国 际 上 已 有 11 个 cryl4a 
(ery1ha1-11) 基因 被 陆续 克隆 和 测序 ， 且 大 多 数 
来 自 于 苏 云 金 芽 孢 杆菌 库 斯 塔 元 亚 种 的 不 同 株 系 
《Crickmore，2002)。 中 国 科 学 院 遗 传 研 究 所 于 2000 
年 报道 了 国内 首 例 分 离 克 隆 的 cryl4a 《命名 为 
cryl4a10) 基因 ， 该 基因 同样 来 目 于 办 云 金 芽孢 杆 
菌 库 斯 塔 克 亚 种 (HD-1-02 株 系 六 侯 丙 凯 等 ， 
2000)。 随 着 研究 和 应 用 的 深入 ， 从 不 断 发 现 的 新 
的 高 毒 力 菌 株 中 分 离 克 隆 杀 虫 蛋 白 基 因 已 成 为 Bt 
研究 热点 之 一 。 

Bt 新 菌株 Ly30 是 作者 从 江苏 省 连云港 市 云 台 
山 杰 松林 区 目 然 死亡 的 膜 翅 目 昆虫 一 一 日 本 弓 背 蚁 
Componotus japonicu Mayr 幼虫 体内 分 离 获 得 的 一 株 
能 产生 莹 形 、 不 规则 形 及 灸 和 髓 形 等 多 种 形态 伴 孢 品 








体 的 Bt 菌 ， 属 外 泽 亚 种 《Bacillus thuringiensis sub- 
sp. aizawai )。 生 测 结果 表明 ， 该 菌株 对 多 种 鳞 翅 
目 害虫 如 赤松 毛虫 Dendrolimus spctabilis Butler、 玉 
米 崇 Ostrinia jurnacais、 水 稻 二 化 虹 Chilo suppressal- 
二 Walker、 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera Hibner、 小 菜 
蛾 Pluzella xylostella Linnaeus、 菜 青虫 Pieris rapae 
Linnaeus 等 具有 相当 高 的 毒 力 〈 姚 江 和 李 士 玉 ， 
2001)。 本 文 作者 以 该 菌 为 原始 菌株 ， 从 中 分 离 殉 
隆 了 cryl4a 全 长 基因 ， 构 建 表达 载体 导入 大 肠 杆 
菌 E.coli 中 ， 其 表达 产物 对 多 种 鳞 翅 目 昆虫 具 较 
高 的 杀 虫 活性 ， 为 构建 杀 虫 工程 菌 和 培育 抗 虫 转 基 
因 植 物 提供 高 毒 力 的 候选 基因 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

《1)》 菌株 与 质粒 ;本 实验 所 用 菌株 和 质粒 见 表 
1。(2) 培养 基 : LB 培养 基 用 于 大 肠 杆 菌 及 苏 云 金 
芽孢 杆菌 培养 。 (3) 酶 及 生化 试剂 ，dNTPs 购 自 北 
京 易 国 公司 ， 高 保 真 Taq Plus DNA 聚合 酶 购 自 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 ， 限 制 性 内 切 酶 、 
T DNA 连接 酶 购 自 北 京 六 合 通 公司 或 GIBCO 公司 ， 
其 它 试 剂 均 为 市 售 分 析 纯 或 电泳 纯 。 (4) 供 试 虫 ， 
小 菜 蛾 北京 品系 、 海 南 品系 由 本 组 提供 ， 试 忠 分 别 
采 自 北京 郊区 和 海南 省 海口 市 郊区 甘蓝 菜 地 ， 按 常 
规 方 法 〈 张 术 ,，2000) 室内 饲养 。 海 南 品 系 对 Bt 的 
抗 性 水 平 约 是 北京 品系 的 5$ 倍 。 








表 1 菌株 与 质粒 
Table 1 Strains and plasmids 





菌株 和 质粒 特征 来 源 
Strains and plasmids Characterization Resource 

菌株 strains 

JMI10 Ne eT Lb. wie 

BL21 (DE3) pd ny i 

Bt Ly30 wild type Lianyungang Education College 

KKLylAa JMI10 containing eryl Aa12 This work 
质粒 plasmids 

PKK233-2 Ampi Lab. store 

PBlue SK (C+) Amp™ Lab. store 

PKKLyl1Aa PKK233-2 camied cryl Aa12 This work 

PKKLyl Aa(1) pBlue SK( + Ycarried 2 185 bps of eryl Aa12 This work 

PKKLyl Aa(2) pBlue SKC + ) carried 1 452 bps of eryl Aa 12 This work 
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1.2 表达 产物 

《1》 SDS-PAGE 检测 等 均 人 参照 文 献金 冬 雁 和 
黎 雷 枫 译 ，1989〉 进 行 。 

《2) Bt 质粒 DNA 提取 参照 Narva 等 《1991) 方 
法 进行 。CAPS 体系 鉴定 Bt cry 基因 和 阳性 转化 子 
的 筛选 参照 宋 福 平等 〈1998) 方法 进行 。 

(3) cry 基因 的 扩 增 和 克隆 : 参照 GenBank 中 
公布 的 cry14 类 基因 编码 区 的 N 端 和 ffC 端 序列 同 
源 性 ， 设 计 并 合成 一 对 引物 。5' 端 上 游 引物 : 
5'—CTAGCCATGG ATAACAATCCGAACATC—3’ 

Nco | 

3' 端 下 游 引 物 ， 

5 一 CIAG CCATGG ATCCTGAGACTATTCCTCCATAAG—3’ 





Nco | + BamH | 

在 5' 端 上 游 引物 和 3’ 端 下 游 引物 的 5' 端 分 别 引 
入 Neo I 和 Neo ] + BamH 了 莓 切 位 点 《下划线 所 
示 )。 以 Bt Ly30 质粒 为 模板 ， 利 用 高 保 真 Taq Plus 
DNA 聚合 酶 进行 PCR 扩 增 。PCR 扩 增 条 件 为 : 
94% 预 处 理 3 min; 94% 变性 1 min，53% 复 性 3 
min，72% 延 伸 1min，29 个 循环 72% 延 伸 10 min。 
回收 PCR 产物 ， 按 目的 片段 :载体 =8:1 的 比例 ， 
将 PCR 产物 和 pKK233-2 载体 混合 ， 并 加 入 Neco I 
进行 酶 切 。 抽 提 并 回收 酶 切 产 物 ， 在 适当 的 连接 体 
系 中 加 入 TDNA Ligase，4% 连 接 过 夜 。 连 接 产 物 
转化 常规 CaCL 方法 制备 的 感受 态 大 肠 杆 菌 JM110， 
涂 布 在 氨 趟 青 替 素 的 LB 平板 上 ，37 亿 培养 10 h 以 
上 ，PCR 筛选 阳性 克隆 。 

(4) cryl4a 基因 的 测序 由 北京 六 合 通 公司 
成 。 采 用 BLAST 软件 进行 DNA 序列 分 析 。 

(5) cryl4a 基因 原核 表达 载体 的 构建 选择 
其 中 一 个 阳性 重组 质粒 , 分 别 用 Nco 工 和 BamH I 
酶 切 ， 以 确保 所 扩 增 的 cryl4a 全 长 基因 正 向 连接 
在 pKK233-2 载体 Phe 启动 子 下 ， 定 名 为 
PKKLy1Aa。 

(6) cryl4a12 基因 的 诱导 表达 及 表达 产物 的 
SDSPAGE 检测 和 生物 测定 : 转 接 阳 性 元 隆子 
KKLyl1Aa 于 LB 培养 基 中 ， 在 210 w/min、37 人 培养 
条 件 下 ， 加 入 0.6 mmol/L IPTG 进行 诱导 表达 ， 分 
别 于 2h、4h、6h、8h 和 过 夜 培养 收集 诱导 培养 
物 ， 离 心 获 得 菌 体 ， 加 入 10 mmol/L Tris-HCL (pH 


dt 


8.0) 重 最 ， 超 声波 〈200 kHz) 破碎 15 min， 离 心 
收集 沉淀 ， 再 用 110 体积 的 Na, CO，(50 mmol/L， 
pH9.5) 溶解 ， 于 4% 冰 箱 保 存 备用 。 按 常规 SDS- 
PAGE 方法 检测 表达 产物 。 

(7) 生物 测定 : 选用 对 Bt 敏感 的 小 菜 蛾 北京 
品系 和 对 Bt 具有 较 强 抗 性 的 海南 品系 作为 供 试 昆 
忠 。 两 类 品系 的 小 菜 蛾 由 中 国 农业 科学 院 植物 保护 
研究 所 生物 技术 组 养 忠 室 提供 。 抗 性 依据 参照 宋 福 
平等 (2001)。 采 用 漫 叶 法 进行 生物 活性 测定 ， 即 
将 甘蓝 叶片 用 清水 洗 净 影 干 ， 选 取 鲜 嫩 一 至 的 甘蓝 
叶片 ， 在 稀释 好 的 待 测 样品 中 温 泡 10 min， 了 晾 干 ， 
放 入 生 测 瓶 中 ， 每 瓶 接 2~3 龄 幼虫 20 头 ， 每 个 处 
理 重复 3 次 ，25% 生 化 培养 箱 中 保温 ， 培 养 72h 后 
调查 死 、 活 虫 数 ， 运 用 polo 软件 计算 LCs。 分 别 以 
原始 菌株 Bt Ly30 和 高 毒 力 菌株 HD-1 作为 阳性 ， 以 
大 肠 杆 菌 JM110 为 阴性 对 照 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Bt Ly30 菌株 cry14 基因 的 鉴定 

提取 Bt Ly30 质粒 ， 经 CAPS 方法 鉴定 发 现 该 
菌株 含有 cryl4a 和 cryl4c 机 种 cry14 类 基因 。 鉴 
定 结果 见 图 1 与 图 2。 
2.2 cmyl4a 全 长 基因 的 克隆 

以 Bt Ly30 质粒 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 ， 得 到 
一 条 约 3.6 kb 的 扩 增 带 。 柱 回收 该 产物 ， 经 抽 提 纯 
化 后 用 Neo 工 酶 切 ， 以 适当 的 体系 与 pKK233-2 的 
Neo 工 酶 切 产物 连接 ， 转 化 大 肠 杆 菌 JM110。 转 化 
子 用 PCR 扩 增 筛选 获得 7 个 阳性 克隆 ， 通 过 CAPS 
体系 鉴定 确定 均 含 有 cryl4a 基因 ， 将 其 中 一 个 转 
化 子 命名 为 KKLy1Aa。 Neo 工 酶 切 该 重组 质粒 〈 命 
名 为 pKLylAa) 得 到 4.6kb 和 3.6 kh 两 种 片段 ， 与 
相对 应 的 载体 和 插入 片段 大 小 一 致 ， 其 CAPS 分 析 
和 酶 切 结果 见 图 3 与 图 4。 
2.3 cml4a 基因 的 亚 克 隆 和 测序 

选用 BuamHI 、So 工 双 酶 切 重 组 质粒 pKLy1Aa 
《图 4)， 回 收 大 小 分 别 为 2.2 bp、1.5 bp 的 酶 切片 
段 分 别 与 载体 pBluescript SKI (+ ) 的 BumHTI、 
Sal 工 双 酶 切 产 物 连 接 ， 转 化 JM110， 得 到 2 个 亚 克 
隆 。 对 其 重组 质粒 pKKL1Aa 1》 和 pKKL1Aa (2)， 
分 别 进行 序列 测定 ， 结 果 表 明 该 基因 编码 区 长 3 
531 bp。 按 同样 的 方法 获得 另外 2 个 阳性 重组 质粒 
进行 亚 克 隆 和 测序 ， 得 到 完全 一 致 的 核 苷 酸 序列 。 
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1 Bt Ly30 菌株 cryl 类 基因 的 PCR 产物 
Fig. 1 PCR products of cryl-type gene from Ly30 isolate 
M: MDNA/Ecol30 |; 
1: 3' 端 PCR product; 2: 5' 端 PCR product 


bps 





图 2 cryl 类 基因 的 CAPS 鉴定 结果 
Fig. 2 Results of cryl gene identification by CAPS 
M: pUC-Mix; 1: 3' 端 PCR producy Px | + ba]; 
2: 对 请 PCR products! Pst | + EcoR1 

2.4 crmy14a 基因 的 序列 分 析 

由 DNA 序列 推导 的 氨基 酸 为 1 176 个 ， 其 蛋白 
质 分 子 量 为 133.2 kD， 等 电 点 pl 为 4.99， 为 弱酸 
性 和 蛋白质 。 应 用 Blast 软件 网 上 比较 同 源 性 显示 ， 
该 基因 与 ery14a3 的 同 源 性 最 高 ， 达 99.9%， 仅 存 
在 3 个 核 音 酸 的 差异 ， 然 而 由 于 密码 子 的 简 并 ， 并 
未 导致 编码 氨基 酸 的 变化 。 与 cry1Aa10 的 核 苷 酸 
同 源 性 为 9%， 存 在 12 个 核 苷 酸 的 差异 ， 由 此 引 
起 如 下 位 置 6 个 氨基 酸 残 基 的 变化 : 第 27 位 由 G 
变 为 E，75 位 由 T 变 为 A，128 位 由 工 变 为 下 ，432 
位 由 G 变 为 S，879 位 由 I 变 为 R，1 077 位 由 S 变 
为 P。 该 基因 已 在 国际 基因 库 GenBank 中 注册 ， 登 
录 号 为 AF384211 (该 基因 全 序列 可 依 此 查询 ， 本 
文 从 略 )， 并 经 Bt 毒 重 白 基因 国际 命名 委员 会 正式 
命名 为 cry1 4a12。 


—4.6kb 
“73,6 kb 





图 3 阳性 克隆 的 酶 切 分 析 
Fig. 3 Restiction analysis of positive clone 
M: 核 杞 分子 量 标准 DNA/ Eco130 | ; 
1: pKKLylAa; 2: pKKLylAal Neo | ; 3: PKKL71Aay BamH | 





图 4 阳性 克隆 的 亚 克 隆 分 析 


Fig. 4 Subclone restiction analysis of positive clone 
M: 核酸 分 子 量 标准 DNA/Eco130 |， 
1，2: PKKLylAa/ BamH1 + Sec 上 

2.5 cry14a12 基因 的 表达 

用 BamH | 酶 切 阳性 重组 质粒 pKKLyl1 Aa; 电 
泳 检 测 呈 4.5 kb 和 3.5 kb 两 条 市 ， 人 确定 cry14ha 基 
因 与 Ptre 启动 子 正确 连接 +。 从 而 保证 有 效 表达 。 将 
该 阳性 克隆 子 KKLy1Aa， 转 接 在 含 毛茶 青 霍 素 的 
LB 液体 培养 基 中 ，210 r/min，37C 培 养 2h 后 加 入 
0.6mmolL 的 IPTG 诱导 ， 每 隔 2h 取样 ， 一 般 培 养 
8h 以上。 各 样品 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 ， 结 果 
表明 cry1 ha12 基因 能 通过 表达 载体 pKK233-2 在 大 
肠 杆菌 中 高 效 表达 133.2 kD 重 白 ， 且 在 诱导 2h 后 
已 经 开始 表达 ，4 ~ 6 h 就 已 达到 最 大 表达 量 (结果 
见 图 5)。 
2.6 cry14a12 基因 表达 产物 的 生物 活性 

用 2~3 龄 小 菜 蛾 〈 北 京 品 系 和 海南 品系 ) 幼 
虫 作 杀 虫 试验 ， 将 经 超声 波 处 理 过 的 ory14a12 基 
因 表 达 产 物 配 成 一 定 浓 度 的 母液 后 作 二 倍 梯度 徊 
释 ，25 扣 感染 72h， 测 定 LC 。 以 Ly30 和 HD-l 菌 
株 的 毒 重 白 为 阳性 对 照 。 结 果 ( 表 2) 表明 
cry1Aa12 基因 编码 的 毒 重 白 具 有 相当 强 的 杀 虫 活 
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性 ， 对 北京 品系 和 和 海南 品系 小 菜 蛾 的 LC。 值 分 别 为 
0.203 pgfmL 和 0.554 pgfmL。 但 均 低 于 原始 菌株 





1y30 和 高 毒 力 菌株 HD-1。 


一 一 133.2 kD 


图 5 KKLy1Aa 诱导 表达 产物 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 5 SDS-PAGE analysis of KKLylAa expression products 
M: 重 白 分 子 量 标准 protein marker (212, 116, 97，66, 40 kD) 
1: 未 请 导 (pot induced?; 2: 诱导 2h Cinduced for 2 h): 
3: 请 导 4h (induced far 4h): 4: 请 导 6h (induced for 6 h): 
5: 诱导 8 h (induced for 8h): 6: 过 夜 induced over night): CK: JMI10 (PKK233-2) 


表 2 表达 产物 的 生物 活性 测定 结果 
Table 2 Bioassay results of expression products 


毒 生 白 小 革 蛾 种 群 Liso 5 名 置信 和 限 
Toxin P. xyiostelia colonies (ugimL) 95W% corfidence 
Cryl Aa 北京 品系 Beijing strain 0.203 0.135~0.297 
Cryl Aa 海南 品系 Hainan strain 0.554 0.379~0.771 
Ly30 北京 品系 Beijing strain 0.022 0.017~0.02 
Ly30 海南 品系 Hainan strain 0.039 0.032~0.045 
HD-l 北京 品系 Beijing strain 0.108 0.065~0.207 
HD-1 海南 品系 Hainan strain 0.154 0.089~0.271 
3 讨论 


Bt 菌 Ly30 株 是 我 国 自行 分 离 的 对 小 菜 蛾 等 多 
种 鳞 翅 目 害虫 高 毒 力 的 Bt 菌株 (《 表 2)。 基 因 类 型 
的 CAPS 鉴定 结果 表明 该 菌株 拥有 crylAa、erylAe 
以 及 cry2 类 基因 《结果 另 文 报道 )， 可 以 推断 该 菌 
株 的 高 毒 力 与 它 拥有 的 多 种 基因 有 关 。 人 比较 
cryl4alJ2 基因 表达 产物 及 Bt Ly30 株 对 小 菜 蛾 的 
LC% 值 ，cry1Aa12 基因 表达 产物 对 不 同 品系 小 菜 蛾 
具有 相当 高 的 毒 力 ， 但 低 于 原始 菌株 Bt Ly30 株 的 
毒 为 。 推 测 原始 菌株 Ly30 对 小 菜 蛾 的 高 毒 力 尚 存 
在 其 它 基因 的 作用 。 


我 们 及 用 PCR 产物 的 粘 端 定 向 克隆 法 克隆 
cryl4a 全 长 基因 。 为 克服 使 用 普通 Tad 酶 进行 PCR 
扩 增 时 引起 的 误差 《 约 为 1/5 000)， 本 研究 中 使 用 
了 高 保 真 的 Taq Plus DNA 聚合 酶 ， 其 扩 增 误差 只 
IT 600 000， 加 之 同时 测定 并 比较 了 画 两 个 阳性 克 
隆子 的 序列 ， 从 而 保证 cryl4a 全 序列 结果 的 正确 
可 信 。 序 列 分 析 表 明 cryl4a 与 erylAe 基因 的 条 端 
和 3' 端 序列 高 度 保守 ， 所 以 以 本 研究 使 用 的 引物 进 
行 全 长 基因 克隆 时 ， 应 能 从 Bt Ly30 菌株 中 同时 获 
得 cryfl4a 和 erylAe 基因 ， 但 本 研究 得 到 的 了 个 阳 
性 克隆 均 含 有 ceryl4a， 而 未 科 选 到 含有 cryl4ec 阳 
性 克隆 子 ， 这 可 能 是 由 于 在 菌株 中 cryl4c 位 于 拷 
贝 数 非常 低 的 质粒 上 而 很 难得 到 高 量 PCR 产物 所 
至 。 

启动 子 的 种 类 和 功能 强 弱 是 影响 基因 表达 效率 
的 关键 因素 。 表 达 载 体 pKK233-2 拥有 IPTG 强 诱导 
的 trpflac 融合 启动 子 Pre。 据 Ge 等 《1990) 报道 ， 
该 载体 可 使 晶体 蛋白 基因 的 表达 量 占 整个 细胞 乍 白 
质 的 48 和。 本 研究 结果 表明 cryl4a 在 pKK233-2 中 
能 实现 高 效 表 达 。 鉴 于 大 肠 杆 菌 体系 以 其 低廉 性 、 
高 效 性 和 稳定 性 而 在 生产 中 广泛 应 用 ，pKK233-2 
在 高 效 表 达 crylAa 中 的 成 功 应 用 不 仅 为 研究 Bt 毒 
蜡 白 基因 的 表达 提供 了 更 高 效 的 载体 ， 而 且 为 探讨 
直接 应 用 大 肠 杆菌 系统 生产 欠 虫 剂 提供 了 新 的 线 
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cry14a12 基因 系 从 自行 分 离 且 已 申报 专利 保 
护 的 Bt Ly30 菌株 《专利 申请 号 : 01108274.7》 中 
克隆 的 ， 该 基因 产物 对 鳞 茵 目 多 种 害虫 具有 高 毒 
力 。 上 述 结 果 将 为 以 提高 杀 虫 活力 和 扩大 杀 虫 谱 为 
目的 的 基因 组 合 研究 创造 条 件 ， 并 为 构建 高 效 杀 忠 
工程 微生物 和 转基因 植物 ， 提 供 良 好 的 具有 自主 知 
识 产 权 的 基因 材料 。 
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